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論文内容の要旨
植物の病原体に対する防御応答の分子的な理解とその解釈は､解析技術の革新に伴う分
子生物学の発展の歴史を背景に深化を続けている｡本研究は､こうした革新的な科学技術
のひとつであるメタボローム解析を用い､植物の病害応答の誘導に関わる分子メカニズム
の一端を解明した｡
第一章では､植物のウイルス抵抗性研究に関するこれまでの研究を幅広く調査･検討し､
本研究の方向性を決めた｡ベゴモウイルスについては､すでに国内潜在ウイルスの異なる
宿主間における伝播についてすでに報告しているが(Ogawaeta1.,2008)､この研究は､圃
場における将来的なウイルス抵抗性打破の可能性を示唆している｡一方で､植物病害抵抗
性においてすでに知られている点として､病害抵抗性遺伝子の存在がある｡また､病害抵
抗性遺伝子には依存しない抑制方法として､特殊な免疫活性化剤の存在も知られている｡
抵抗性遺伝子の導入は必ずしも容易ではなく､また､目的ウイルスに適用できる免疫活性
化剤の開発も容易ではない｡将来に起こると予想されるベゴモウイルスの抵抗性打破を防
ぐためには､べゴモウイルスだけでなくゲノム生物学的な方法(メタポロミクス解析)に
よる感染応答時の代謝基盤の基礎的データの集積､および抵抗性反応機構の分子レベルで
の解明が必要であると考えた｡
第2章では､病害抵抗性遺伝子を導入した植物での蓄積代謝物の特徴付けをおこなった｡
植物ゲノム科学研究領域において広く用いられるモデル植物シロイヌナズナを材料とした｡
病原体として､キュウリモザイクウイルス黄斑系統(CMV-Y)を用いた｡ CMV-Y　に対応
する抵抗性遺伝子として､シロイヌナズナ　C24　から単離された　RCYl (RESISTANCE TO
CUCUMBER MOSAIC VIRUS Yl)遺伝子が知られている｡ RCYl遺伝子はcc (coiled-coil)-NB
(nucleotide-binding)-LRR (leucine-rich repeats)タンパク質をコードする｡シロイヌナズナC24
由来のRCYlを､シロイヌナズナColumbiaに導入した形質転換植物系統(col::pRCYl)は､
CMV-Yの感染に対して抵抗性を示す｡本研究では､植物一病原体相互作用の結果として誘
導される複数の応答を同一の遺伝的バックグラウンドで比較するために､シロイヌナズナ
Coト0､ Col::pRCYl#2､ Col::pRCYl#3を解析した｡形質転換系統のRCYl発現量は系統間
で異なる｡ Col::pRCYl#2は､ C24と比較して約50倍･のRCYl発現量であり､ Col::pRCYl#3
は､同程度のRCYl発現量である｡ CMV-Yの感染に対する応答は､ Col-0､ Col::pRCYl#2､
Col::pRCYl#3の3系統で異なり､それぞれ､感受性､高度抵抗性､過敏感反応細胞死を伴
う抵抗性を示す｡
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RCYl発現量の差異に依存する形質転換体系統の細胞内環境の変動を調べるために､網
羅的な遺伝子発現解析および代謝化合物の網羅的測定データに基づく主成分分析をおこな
った｡その結果､ Col::pRCYl#2は他の2系統と比較して顕著な細胞内環境の変動が認めら
れた｡具体的には､サリチル酸シグナリングのマーカー遺伝子群の発現レベルの増加と､
サリチル酸の配糖体のひとつであるサリチル酸グルコシド(SAG)の蓄積レベルの増加が
認められた｡ 3　系統の代謝プロファイルデータは　ultra-performance liquid chromatography
timel0f-flight mass spectrometer (UPLC-TOF-MS)により取得した｡プロファイルデータは適
切な形に加工し､主成分分析に供試した｡最も説明能力の大きい第一主成分軸に沿って､
col:‥pRCYl#2は他の2ラインと明確に区別された｡さらに､ Col-0とCol:‥pRCYl#2の地上
部を組織別に分けて代謝プロファイルの比較をおこなった｡その結果､上位葉における両
者の違いよりも完全展開葉における違いが優先して検出された｡次に､組織別にSAGレベ
ルの比較をおこなった｡その結果､老化葉におけるSAGレベルの違いが顕著であることが
分かった｡以上の結果から､病原体の非存在下において､ RCYl高発現ラインである
col二:pRCYl#2はサリチル酸を生産し､同時にサリチル酸の細胞毒性を回避するための配糖
化メカニズムの活性化が誘導されると考えた｡遺伝子発現解析と同時におこなった化合物
の網羅的な分析により､形質転換による細胞内環境の変動をより詳細に把握することが可
能である｡サリチル酸シグナリングの恒常的な活性化は､植物の生育に負の効果を及ぼす
ことが知られている｡植物は､サリチル酸のように自己の生存に対するリスクの高いシグ
ナル物質を生産する場合に､常にそれらのリスクを最小限に止めるための機構(本研究で
はサリチル酸の配糖化によるシグナル伝達の抑制)を備えていると考察した｡
第3章では､第2章において特徴づけをおこなった形質転換系統を材料とし､傷害応答
および傷害刺激を伴う　CMV-Y　接種に対する応答を経時的に分析し比較した｡
UpLC_TOP_MS　により時系列のプロファイルデータを取得し､主成分分析に供試した｡そ
の結果､第一主成分と第二主成分は実験条件に依存した特徴が検出され､第三主成分によ
り処理による系統間での特徴が検出された(図1)｡具体的には､ Coト0とCol::pRCYl#3の
傷害応答は､系統間で非常によく似ており､さらにCMV-Y処理により傷害応答の改変が
誘導されることを示す結果が得られた｡一方､ col::pRCYl#2は､傷害応答が他の2系統と
は異なり､さらにCMV-Y依存的な応答は認められなかった｡これらの結果から､ CMV-Y
処理に対して高度抵抗性を示すcol::pRCYl#2は､コントロール処理で認められる傷害刺
激とは異なる応答を示すことが示唆され､また､ CMV-Y処理による影響が認められないこ
-　86　-
とから､早期の応答により　CMV-Yの増殖に伴う二次的な応答を回避している可能性があ
ると考えた｡
"高度抵抗性"は応用面で利用価値の高い病理応答であることから､ Col::pRCYl#2に焦
点を絞り､傷害および病害に関連の深い代謝化合物の定量解析をおこなった｡その結果､
CMV-Y依存的な応答として､接種後3時間以降のサリチル酸レベルの増加が認められた｡
この結果は､早期のCMV-Y抵抗性の強化を支持する｡興味深いことに､サリチル酸レベ
ルの増加より早い時間帯(処理後1時間以内)のSAGレベルの違いが処理間で認められた｡
具体的には､傷害刺激に応答して内生sAGレベルの一過的な増加が認められたのに対して､
CMV-Y処理ではSAGレベルの増加が抑制されていた｡この結果から､植物の防御応答に
関係の深いサリチル酸の生産に先立って､サリチル酸の配糖化の制御がCMV-Y依存的に
誘導されると考えた｡即ち､傷害応答の過程で生産される微量のサリチル酸は通常sAG-
と代謝されることで不活性化されるが､ Rタンパク質を介した病原体の認識によってSAG
-の代謝が阻害されていると推測した｡
第4章では､第3章で観察されたCol::pRCYl#2の特徴的な応答を裏付けるために､処
理後1時間以内に注目した定量的遺伝子発現解析をおこなった｡その結果､ Col::pRCYl#2
は､傷害刺激に対してサリチル酸生合成と蓄積に関わるlCSl遺伝子およびEDS5遺伝子の
1時間以内の一過的な転写促進が認められた｡サリチル酸の配糖化に関わる酵素タンパク
質をコードするUGT74Fl遺伝子の発現レベルは､ CMV-Y依存的な抑制が認められた｡代
謝化合物-遺伝子間での相関解析の結果､傷害応答が誘導される試験区でのUGT74Flの経
時的な発現パターンとサリチル酸の蓄積パターンの間に強い負の相関関係を見出した｡即
ち､ UGT74Flの機能として､傷害刺激に対して生産されるサリチル酸の配糖化に関与する
と推察された｡ CMV-Y存在下では､この相関関係は成立しなかった｡以上の結果を総合す
ると､UGT74Flによる傷害誘導性の
サリチル酸代謝に関与し､病原体の
非存在下ではサリチル酸を　SAG　-
と変換することで代謝バランスを保
つと考えられる｡これらの研究から､
RCYl　を介した　CMV-Y認識におい
て､サリチル酸の配糖化の阻害を介
してサリチル酸の蓄積を促すという､
i I l
サリチル酸-配糖体　　　　サリチル酸一一-配糖体
サリチル酸シグナル応答　　　　　　サリチル酸シグナル応答
図1傷害応答を考慮したウイルス抵抗性初期応答におけるサリチル酸
シグナル応答のモデル
A,傷害応答､ B:ウイルス感染時の応答
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新しいモデルを提案した(図1)｡
本研究では､高度抵抗性の誘導過程に焦点を絞ったが､一般的な病理応答である過敏感
反応の誘導過程でも､同様のメカニズムが作動している可能性が考えられる｡本研究の病
理応答における代謝変動データに基づく新たな免疫活性化剤の開発や､病害抵抗性発現時
における代謝バランス調節機構の研究が展開すると期待している｡
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論文審査結果の要旨
小川拓水氏は､植物の病原体に対する防御応答の分子的な理解を進めるために､従来の物病理
学の手法だけではなく､ゲノム生物学的な方法(メタポロミクス解析)による感染応答時の代謝基盤の
基礎的データの集積､および抵抗性反応機構の分子レベルでの解析を行い､植物の病害応答の誘
導に関わる分子メカニズムの一端を解明した｡具体的には､病害抵抗性遺伝子を導入したシロイヌナ
ズナのHCyl形質転換体系統を研究材料として､最新型質量分析装置を用いて､代謝化合物のプ
ロファイルデータを取得し､統計解析の手法を駆使して､分子応答を代謝レベルで解析した｡さらに､
分子生物学的手法を駆使して､サリチル酸を介した植物防御シグナリングの制御機構を研究し､ 1)
傷害によって､サリチル酸配糖化メカニズムが活性化していることの発見から､サリチル酸のように自
己毒性の高いシグナル物質を生産する場合に､それらのリスクを最小限に止めるための機構を備え
ていると考察した､ 2)この機構と植物の防御応答との関係を調べ､ウイルスの認識後に起こる抵抗性
反応誘導の過程でサリチル酸配糖化が阻害されていることを示した｡このモデルは､植物病理応答
に一石を投じるものであり､新たな農薬に替わる免疫活性化剤の開発や､病害抵抗性誘導過程にお
ける代謝バランスの調節機構に関する研究に役に立つと考えられる｡本研究の成果は､小川氏を第
一著者とする次の2篇の論文において公表しており､現在､ 1篇を投稿中であり､さらに1篇の投稿論
文を準備中である｡さらに､第一著者でない副論文2篇を国際誌に報告している:T. Ogawa et al,･
plant J (in preparation), T. Ogawa et a1,. Plant Biotechnology (submitted), Tl 0gawa, et al･,
mnJS Resewch, 137, 235-244 (2008), T. Ogawa, et al･, Plant Pathology, 57, 391 (2008)
最先端の生物科学の手法を取り入れて､長い研究の歴史がある植物病理学に貢献できる研究成果
を挙げており､また､それらは論文として国際誌に掲載されていることから､独自に研究を展開するに
足る研究者としての優れた能力を有していると判断でき､東北大学大学院生命科学研究科の博士
(生命科学)号に資する｡
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